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Einleitung.

Im folgenden wird, im Anschlufi an eine mir von meinenr
verehrten Lehrer, Hofrat Prof. Dr. H. Molisch, gegebene
Anregung, die bisher noch nicht bekannte Keimungsgeschichte
der Pirolaceen zu studieren, ein Kkleiner Beitrag zur Biologie
dieser interessanten Pflanzengruppe geliefert. Auflerdem gebe
ich auch einige Beobachtungen anatomischer und chemischer
Natur wieder. Bevor ich jedoch zu meinem eigentlichen Thema
tibergehe, spreche ich Herrn Hofrat Molisch sowie den
Herren Prof. O. Richter und Dr. G. Klein fiir ihre weitest-
gehende Unterstiitzung meiner Arbeit den wirmsten Dank aus.

I. Die Fortpflanzung einiger Pirola-Arten.

A. Literatur.

Ilrmisch (1833) gibt an, daf er die Keimung der Pirolaceen nicht
kenne, doch liefert er eine genaue Beschreibung der vegetativen Fortpflanzung
von P. secunda und P. uniflora. Er betont als erster den auffallenden Unter-
schied in den unterirdischen Organen der letztgenannten Art und denen aller
iibrigen Pirolaceen und stellt P secunda und P. uniflora einander gegeniiber.
Bei der ersteren, die er als Vertreter der Gruppe: P. secunda, chlorantha,
utistor, media und rofundifolia, die sich diesbeziiglich alle gleich verhalten,
withlt, wird die vegetative Fortpflanzung durch weithin im'Boden kriechende
unterirdisclie Achsen besorgt. Bet /2. uniflora dagegen fand er regelmiifiig an
den Wurzeln, dic er an ilirem anatomischen Bau als solche erkannte,
Adventivknospen, durch die allein die vegetative Fortpflanzung erfolgt, da
diese Art keine Rhizome besitzt. Er fand auch einige Pllinzchen von
P. secunda, deren Stamm direkt in eine Hauptwurzel iiberging, die sich also
nicht aus einem Rhizom entwickelt hatten, und betrachtete sie als Keim-
pflinzchen; sie hatten alle schon mehrere Blitter cntwickelt und es gelang
ihm nicht, jlingere Stadien aufzufinden. Er nahm an, daf sich bei der
Keimung von P. secunda aus dem Samen zuerst ein Stimmchen bildet: fiir
die Keimung von P. uniflora felhlten ihm alle Anhaltspunkte.

1889 schreibt Drude in seiner Monographie der Pirolaceen, es sei wahr-
scheinlich, daB sich die jiingeren Keimpflainzchen ohne COy-Assimilation, nur
mit » Wurzelzersetzungstitigkeite erniiiren und bedauert, daff es bisher noch
nicht gelungen sei, die Samen zur Keimung zu bringen oder einwandfreie
jiingere Keimungsstadien in der Natur aufzufinden. Beziiglich der Wurzel-
adventivknospen von P. uniflora verweist er auf Irmisch.

Von Velenovsky crschien im Jahre 1892 eine mir niclit zur Ver-
fiigung stehende Arbeit »Uber die Biologie und Morphologie der Gattung
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Monesis<, deren Ergebnisse jedoch in seiner spiteren, im Jahre 1900 er-
schienenen Abhandlung »Uber die Keimpflanzen der Pirolacecen< mitgeteilt
werden. Sie beziechen sich vor allem auf dic unterirdischen Organe der
P. uniflora (Monesis), denen er, da sie morphologisch nicht einer Wurzel,
anatomisch nicht einem Rhizom gleichzusetzen sind, den neuen Namen »Fro-
kaulome« gab. Auch hat er nach sciner Meinung solche Prokaulome frei in
der Erde lebend, ohne Zusammenhang mit oberirdischen Pflanzenteilen, ge-
funden. In der zweiten Arbeit spricht er zunichst von scinen Keimungs-
versuchen., die er u. a. auch im Walde, an den natiirlichen Standorten der
Mutterpflanze, vornahm und die nie zu einem Resultat flibrten. Ferner
beschireibt er Keimpflanzen von FP. secunda, deren er ein einziges Mal
mehrere an ein und demselben Orte fand. Sie besafien schon sdmtlich mehrere
voll entwickelte Blitter, zum Teil sogar schon in zwei Stockwerken tber-
einander, so dafi er annehmen muflte, sie seien ein- bis zweijihrig: jlingere
Stadien oder iiberhaupt noch mehr Keimpflinzchen aufzufinden, gelang ihm
nicht, obwohl er wiihrend zweier Monate unzihlige Standorte danach ab-
suchte. Er beschreibt Pfliinzchen von P. secnnda, die sich aus abgerisscnen
Wurzeln endogen entwickelt haben und die sich von Keimpflanzen durch
ihre bedeutende Grifle und Uppigkeit und durch die Dicke und dunkle Farbe
der Wurzel, aus der sie entspringen, unterscheiden. Ubrigens hat auch schon
Irmisch solche aus Adventivknospen an abgerissenen \Wurzeln hervor-
gegangene Pflanzen gefunden und beschrieben. Was zu der Annahme fiihren
konnte, dafi es sich bei den von Velenovsky gefundenen Keimpflinzchen
nicht wirklich um solche, sondern nur um aus Wurzeladventivknospen hervor-
gegangene Pflanzen handle, ist die Tatsache, dafi der oberirdische Stamm nie
direkt in dic Wurzel iibergeht, sondern an der Ubergangsstelle stets eine
Anschwellung vorhanden ist und es manchmal so aussieht, als ob der Stamm
seitlich aus der Wurzel hervorgebrochien wire. Jedoch ist in solchen Fillen
das obere Ende der Wurzel immer unverletzt, wodurch der Verdacht, dats
cs wsich um aus abgerissenen Wurzeln hervorgegangene Pflinzchen handle
hinfillig wird. Gerade auf diese Art des Hervorbrechens des Stammes aus
der Wurzel stiitzt Velenovsky seine Hypothese Uber den Verlauf der
Keimung, denn obwohl seine diesbeziiglichen Annahmen ja recht einleuchtend
sind, kann man sie doch nur als Hypothese bezeichnen, da er, ebensowenig
wie jemand anderer vor oder nach ihm, jemals ein jlngeres Neimungsstadium
beobachtet hat und cs kann nicht genug hervorgehoben werden, daffi die
ersten drei der seiner Arbeit beigegebenen Abbildungen jugendlicher Keimungs-
«tadien nieht nach der Natur gezeichnet, sondern reine Schemen
seiner Hypothese sind.

Danach verlduft die Keimung von P. secnnda folgendermafien: zuerst
entwickelt sich aus dem Samen ein unterirdischer, bleicher, zylindrischer
Korper, der nach unten zu eine \Wurzelhaube ausbildet und ein Prokaulom
vorstellt. Hat dieses eine gewisse Linge erreicht, so bricht aus seinem oberen
Ende endogen eine Knospe hervor, die sich zu einer Pllanze entwickelt,
die dann spiiter, oberhalb der Insertionsstelle des Stammes, aus diesem
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entspringende. gewdhnliche Rhizome entsendet. Etwas anders stellt er die
Keimungsgeschichte von P. nuiflora dar; nur allein auf der Tatsache fufiend,
daf er einmal ein Prokaulom ohne Zusammenhang mit einer Pflanze fand,
schreibt cr folgendes:

»Aus dem Samen der Monesis keimt cin dhnlicher ungegliederter Kérper.
weleher sich aber bipolar nicht entwickelt, sondern sich nach allen Richtungen
hin unregelmiiffig verzweigt und fadenformig verlingert. So entsteht ein Ge-
flecht von fadendiinnen Auslidufern, welche als selbstiindiger Organismus in
der Humuserde saprophytisch vegetieren. Ein solches Fadengeflecht habe ich
wirklich beobachtet und schon im Jahre 1892 abgebildet. Es ist ein wurzel-
artiges Prokaulom, welches von dem (hypothetischen! F.) der P. seccunda
dadurch abweicht, dafl es lange lebt, sich fortwihrend verzweigt und dic
Aufgabe der vegetativen Vermehrung der Pflanze tibernimmt, diesclbe Aufgabe.
welche bei der P. secunda die weitkriechenden Rhizome versehen.«

Danach teilt er die Entwicklung einer P. uniflora in zwei Generationen
cin, eine unterirdische ungeschlechtliche und eine oberirdische geschlecht-
liche und zicht Parallelen mit dem Generationswechsel der Muscineen, indem
er das Prokanlom mit einem Protonema vergleicht. Sollte das nicht zu weit
gegangen sein, wenn man bedenkt, daff all das auf der Beobachtung eines
einzigen freilebenden Prokauloms basiert, das vielleicht doch nur durch
Abreifien von ciner oberirdischen Pflanze entstanden ist?

Auch Goebel erwihnt in seiner Organographic das Wurzelsystem von
P uniflora. Doch ist es mir nicht bekannt, ob er sich dabei auf die Angaben
Velenovsky's stitzt oder eigenc Beobachtungen mitteilt. In dem Abschnitt
»Freilebende Wurzelne schreibt cr:

»Auch finden sich Wurzelsysteme, die offenbar jlingerc Stadien dar-
stellen und noch keine Sprosse entwickelt haben. Es ist die Keimung leider
noch unbekannt. Walirscheinlich aber geht aus dem ungegliederten Embryo
des Kkeimenden Samens nicht wie sonst ein beblitterter und bewurzelter
Sprofi, sondern unter Verkiimmerung dcs letzteren nur ein saprophytisch
lebendes Wurzelsystem hervor, an dem dann spiiter endogenc Sprosse ent-
stehen.«

Kinzel gibt in seiner Arbeit iiber Lichtkeimung an, es scheine ihm
nach dem Verlauf seiner Versuche unwalrscheinlich, daf die Prrola-Arten
ohne Pilzwirkung Kkeimten. In seinem Buch »Frost und Licht als beein-
flussende Krifte bei der Samenkeimunge« sagt er, daf sich Samen von
P. uniflora und P. secunda wihrend eines vier Jahre dauernden Keimungs-
versuches im Dunkeln unverdndert erhalten hitten.

»Die sehr kleinen Samen dieser Familie waren trotz mannigfaltiger
Versuche auf keine Weise zum Keimen zu bringen und da so ziemlich
alle Méglichikeiten in der Behandlung beriicksichtigt wurden, muff man wohl
annchmen, dafi sie, wie die Samen der Orchidaceen, nur in Symbiose mit
den dazugehorigen Wurzelpilzen sich zu entwickeln vermdégen.«
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B. Eigene Beobachtungen.

1. Eigene Beobachtungen in der Natur.

In den Wildern in der Umgebung von Payerbach (Nieder-
Osterreich) kommen P. sccunda und P. chloraulha massen-
haft vor, nicht ganz so hdufig . wuinor. Ich wihlte zum
Suchen nach Keimlingen Stellen aus, wo die Pflunzen dicht
standen und moglichst viele vertrocknete Fruchtstinde vom
vorigen Jahr zu sehen waren. Denn an solchen Stellen, wo
oft im Bereich weniger Quadratdezimeter viele Fruchtstidnde
stehen, miissen im vorhergehenden Herbst viele Tausende
von Samen ausgestreut worden sein. Ich nahm meine Nach-
forschungen in der Zeit von Ende April bis Anfang Juni vor,
denn ich dachte, dafl die Keimung um diese Zeit schon ein-
getreten sein misse und ich die jlingsten Stadien finden
werde. Aber obwohl ich oft und an den verschiedensten
Standorten stundenlang Nachgrabungen vornahm und den
Boden auf weite Strecken hin mit der Lupe durchforschte,
fand ich nie etwus anderes als vollkommen unversehrte Samen,
die ganz unverdndert, so wie sie im Herbst ausgestreut worden
waren, im Boden lagen. Auch die mikroskopische Unter-
suchung zeigte keine \'erdnderung gegeniiber trocken in einer
Schachtel aufbewahrten Samen.

Da diese Nachforschungen zu keinem Ziele fihrten, ver-
suchte ich, wenigstens die von Irmisch und Velenovsky
beschriebenen dlteren Keimpflinzchen zu finden. Zu diesem
Zwecke grub ich moglichst vereinzelt stehende kleine Fxem-
plare aus, die eben erst aus der Erde herauskamen und bei
denen kaum anzunehmen war, dafl sie durch Rhizome mit
anderen in Verbindung stdnden. Ein einziges Mal fand ich
ein Pflinzchen von P. chilorantha, das mit den aus der
Literatur bekannten Keimpfldnzchen Ubereinstimmte, in allen
anderen Fillen entsprang die Pflanze stets aus einem
Rhizom, das oft zu meterweit entfernten dltcren Pflanzen
hinleitete oder an einem Ende ubgestorben war. Meist war
es reich verzweigt und jeder Ast endete entweder mit einer
dlteren Pflanze oder mit einer Knospe, die schon bereit war,
tiber den Boden hervorzutreten. Man sieht stets ganze Kolo-
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nien gleich alter Pflanzen, was daher kommt, daf viele Rhizom-
verzweigungen zu gleicher Zeit angelegt werden und dann
auch wieder zu gleicher Zeit ihre in cine Knospe ausgehenden
Enden iber den Boden erheben. Die Entwicklung des Rhizoms
ist besonders bei P. secunda eine sehr lppige: Kolonien von
nur drei oder vier Pflanzen sind verhéltnisméfiig selten. Ein-
mal zihlte ich in einer grofien Kolonie weit iber 100 Pflanzen,
die alle miteinander in Verbindung standen, und ichh glaube,
dafl man bei sorgfiltigen Nachgrabungen finden wird, daf§ so
grofie Kolonien gar nicht selten sind und dafl viel mehr
Pflanzen durch gemeinsame Rhizome verbunden sind, als es
bei oberflichlicher Betrachtung den Anschein hat. Die Rhizome
reichen auch zur Anlage von weit entfernten IKolonien voll-
stiindig aus, so dafi die Verbreitung durch Samen als tliber-
fliissig erscheinen kdnnte.

Die Untersuchungen tiber P. wuniflora nahm ich im
Semmeringgebiet vor. Bei meinen wiederholten Nachgrabungen
daselbst fand ich weder freilebende Prokaulome, wie Vele-
novsky eines gefunden haben will, noch sonstige Keimungs-
stadien. Die Pflanzen stehen immer in Kolonien beisammen
und sind durch diinne Wurzelfaden miteinander verbunden,
die beim Ausgraben sehr leicht abreifien.

Dagegen scheint mir die folgende Beobachtung von
orofiter Bedeutung zu sein: ich kultivierte in Blumentdpfen
je einige Pflanzen von P. uniflora und P. chlorantha, dic
ich zur Bliitezeit an ihrem Standort mit einem grofieren Erd-
ballen ausgegraben hatte und die dann spéter im Topf Friichte
trugen und ihre Samen ausstreuten. Ende Oktober durchsuchte
ich die Erde cines dieser Topfe von . uniflora, um zu sehen,
was aus den Samen geworden sei. Dabei fand ich cin bleiches,
walzenformiges Gebilde (Fig. 1) von ungefdahr 15 mim Linge
und einem groften Durchmesser von 3 mm. Aus dem einen
dickeren Ende brach eine winzige Knospe hervor, am ent-
gegengesetzten viel dinneren Ende waen die Kanten so
scharf, daff es fast wie abgehackt erschien; es war jedoch
unverletzt. Dieses Gebilde war der Lidnge nach mit sechs
langen, diinnen, ziemlich reichlich verziweigten Wurzeln be-
setzt. Die mikroskopische Untersuchung zeigte, dafi der ganze
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walzenformige Korper den Bau einer Wurzel besall; er setzte
sich zusammen aus einem diinnen, regelmafig triarch gebauten
Zentralzylinder, einem sehr breiten, mit groflen Stdrkekornern
zum Zerplatzen vollgepfropften Rindenparenchym und einer
Epidermis von normaler Breite. Diese hatte keine Wurzel-
haare und war von demselben braun gefarbten, mit Schnallen-
bildungen versehenen Pilz in derselben Weise, wie ich es in
dem Kapitel iiber die Mykorrhiza fir die Wurzeln von P. uni-
flora beschreibe, umhiillt. Ein Eindringen der Hyphen in das
Innere der Zellen habe ich nicht beobachtet. Es wechselten,
ebenso wie bei den Wurzeln von P. wuiflora, lingere mit
weniger hiufigen kiirzeren Epidermiszellen ab. Auffallend war
nur, dafi die Starkekorner des Rindenparenchyms ganz un-
vergleichlich grofier waren als die normaler Wurzeln.

Die Wurzeln dieses merkwiirdigen Korpers waren schr
reichlich mit Haaren besctzt und besafien eine spdrliche Pilz-
umhiillung. Sie enthielten Stdrkekorner von derselben Grifie
und vom selben Ausschen wie normale PFirola-Wurzeln.
Besondere \Verschiedenheiten gegeniiber normalen Wurzeln
von P. nwniflora habe ich nicht konstatiert. Nach meinen
Beobachtungen bin ich zu der Uberzeugung gelangt, dafi ich
es hier wirklich mit einer jungen Pirola-Pflanze zu tun hatte.
Die beste Erklarung fir die Entwicklung eines verhaltnis-
mafig so grofien und so reich mit Reservestoffen versehenen
Korpers aus dem mikroskopisch kleinen Samen ist die An-
nahme einer saprophytischen Lebensweise unter Mitwirkung
des Pilzes, dhnlich wie sie No¢l und Burgeff fir Orchideen-
keimlinge beschrieben haben. Ich kann nicht sagen, wie sich
dieses Gebilde weiterentwickelt; am wenigsten Schwierig-
keiten begegnet die Annahme, dafl, nach Entwicklung ober-
irdischer Assimilationsorgane, der ganze Korper, nachdem ihm
simtliche Reservestoffe entzogen wurden, dhnlich wie ver-
brauchte Kotyledonen, unter Einschrumpfen zugrunde geht.

Die Auffindung dieses merkwiirdigen Gebildes steht mit
der Theorie Velenovsky’'s, dafi sich bei der Keimung von
P. uuiflora zuerst ein diinnes, fadenférmiges Prokaulom ent-
wickle, in Widerspruch. Dagegen stimmt sie auffallend gut
mit seinem hypothetischen Prokaulom von P. secunda iiberein
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und hitte ich diesen unterirdischen Korper in einem Topf
dieser Prrola-Art gefunden, er wire die schonste Bestitigung
der Velenovsky’schen Hypothese gewesen. So aber, als Pro-
kaulom von FP. wuuiflora, verlangt er mnach einer anderen
Erkldrung, die in befriedigender Weise erst nach Auffindung
alterer Keimungsstadien wird gegeben werden kOnnen.

Ich glaube meine Untersuchungen mit geniigender Ge-
wissenhaftigkeit vorgenommen zu haben, um sagen zu konnen,
da Keimpflanzen der von mir untersuchten Pirola-
Arten zu den allergrofiten Seltenheiten geh6ren und
dafi die genannten Pflanzen mit der vegetativen
Fortpflanzung durch Rhizome, respektive Adventiv-
knospen an den Wurzeln ihr reichliches Auslangen
finden konnten und nicht aut die Verbreitung durch
Samen angewiesen zu sein brauchten.

Als Beweis dafiir mochte ich noch erwithnen, dafl ich
einmal im August im Salzkammergut einen sehr schattigen
Wald betrat, dessen Boden mit /. miuor reich bewachsen
war. Doch sah ich keine ecinzige Pflanze, die diesjdhrige
Bliitenstande, vorjidhrige Fruchtstinde oder Bliitenknospen fiir
das nidchste Jahr aufgewiesen hiitte. (Bei den Pirolaceen sind
ndmlich im Spitsommer gewohnlich die Frucht-, respektive
Bliitenstinde von drei Vegetationsperioden zugleich sichtbar.).
In diesem [FFalle hatte ich also den Beweis, dafi von allen
IPflanzen des Waldes keine oder doch nur eine verschwindend
geringe Anzahl, die ich libersehen haben kann, im Vorjahr
gebliiht hatte, keine in diesem Jahr und dafl im néchsten
Jahr keine blthen wiirde. Es wurden also nach meiner Beob-
achtung an der bezeichneten Stelle bereits durch mindestens.
zwei Jahre keine Samen ausgebildet und doch war alles
Ubersiit mit jungen Pflanzen. Ob auch in den vorhergehenden
Jahren keine Samen zur Entwicklung gekommen waren, weifll
ich nicht, doch ist anzunehmen, dall die Uberaus geringe hier
herrschende Lichtintensitdt auch frither schon der Ausbildung
der Bliten ungilinstig war. Es kann sich also eine ganze
Decke von Pirolaceen ohne Mithilfe der Samen nur
durch vegetative Rhizomknospen dauernd in grofiter
Uppigkeit erhalten.
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Es erscheint mir auch als sehr wahrscheinlich, dafi in
den vielen anderen Fillen, in denen Samen ausgebildet werden,
nur ein kleiner Bruchteil davon keimungsfahig ist, sei es, daf}
die Neimfahigkeit im Laufe der Zeit riickgebildet wurde, sei
es, dafl sie nie in groflerem Ausmafi vorhanden war. Ich
mochte annehmen, dafi sich unter der ungeheuren Menge der
in einer Kapsel herangereiften Samen kaum je ein zur Weiter-
entwicklung befithigter tindet. Dazu veranlafit mich die Tat-
sache, dafi an den beiden Stellen, wo ich den auf p. 563
erwihnten Keimling von P. clilorantha und den im vorher-
gehenden beschriebenen von P. nniflora entdeckte, bestimmt
eine Anzahl Samen derselben Firola-Arten sich unter den
gleichen #dufieren Bedingungen befanden; warum war also
von dieser grofien Menge nur je ein einziger Same zur
Weiterentwicklung gelangt? Das liele sich am besten durch
Annahme einer besonderen natiirlichen Anlage, sei es ana-
tomischer oder chemischer Natur, erklidren, die zur Auslésung
der Keimung vorhanden sein miiite und die der Mehrzahl
der Samen fehlen konnte. Auflerdem scheinen selbst die
keimungsfihigen Samen noch besonderer duflerer Bedingungen
zu bediirfen, die sich nicht tiberall verwirklicht finden: Vor-
handensein eines bestimmten Pilzes, vielleicht noch kombiniert
mit besonders extremen Beleuchtungs-, Feuchtigkeits- und
anderen Verhiltnissen.

Fassen wir all dies zusammen, so kann es nicht weiter
wundernehmen, daff die Auffindung von Prrola-Keimlingen
mit sehr groBen Schwierigkeiten verbunden ist und selbst bei
angestrengtestem Suchen nur in Ausnahmsféllen gelingt.

2. Keimungsversuche.

Die Keimungsversuche wurden vorgenommen teils mit
Samenmaterial von P. minor, das ich von Haage und Schmidt
aus Erfurt bezog, teils mit Samen von P. wuniflora und
P. chlorantha, die ich selbst gesammelt hatte. Es wurden
immer zwei parallele Serien von Versuchen, eine im Dunkeln
und eine im Licht, aufgestellt. Ausgesédt wurde auf Filtrier-
papier, Heideerde, Moorerde, Torf, humusreiche Walderde vom
Standort der betreffenden Pirola-Art und endlich streute ich
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auch Samen in Pilzkulturen, die von einer Pirola-Wurzel
gewonnen worden waren. Die Versuche wurden zu den ver-
schiedensten Jahreszeiten bei verschiedenen Temperaturen
vorgenommen. Sie blieben sdmtlich erfolglos. Die Samen
waren entweder noch nach mehreren (bis zu neun) Monaten
unversehrt und unverdndert erhalten oder sie waren der
Faulnis anheimgefallen und nicht mehr auffindbar.

II. Anatomie des Samens.

Die Samen der Pirola-Arten gehoren zu den Kleinsten,
die wir Uberhaupt kennen und werden nur von .denen einiger
Orchidaceen an geringem Gewicht und geringer Grofie iber-
troffen. Die verhdltnismiBig grofien kapselartigen Friichte ent-
halten Unmengen des staubférmigen Samens; doch geht mit
der massenhaften Produktion ein hiufiges Verklimmern des
einzelnen Samens Hand in Hand.

Ein betriichtlicher Teil der Samen bleibt auf einer unvoll-
kommenen Entwicklungsstufe stehen oder erleidet anderweitige
Miibildungen und Verkiimmerungen, so daf sich die Unfdhig-
keit zur Keimung, die meiner Meinung nach dem Gros der
Samen zukommt (siehe p. 567) bei manchen auch schon rein
dufierlich dokumentiert.

Der normale Samen (Fig. 2) besteht aus der Testa, dem
sehr Olreichen Endosperm und dem darin eingebetteten un-
gegliederten Embryo. Die Testa setzt sich aus grofien, lang-
gestreckten Zellen, die sehr schone, regelmiifiige Netzver-
dickungen aufweisen, zusammen und umhillt in Form eines
weiten Mantels den rundlichen Endospermkérper. Nach oben
und unten hin ist sie in einen langen Fortsatz ausgezogen,
der als Flugorgan dient, da durch ihn das spezifische Gewicht
des Samens wesentlich herabgesetzt und seine Oberfldche ver-
grofert wird. In der Querrichtung liegt die Testa dem KEndo-
spermkorper dichter an. Ihre Zellen sind in seiner Ndhe mit
je einem spitzen, Uber die Ldnge der ganzen Zelle sich er-
streckenden Vorsprung versehen. Dadurch entsteht bei Samen-
querschnitten (Fig. 4) ein sternférmiges Bild; die Spitzen des
Sternes werden durch die vorspringenden Liingsrippen gebildet,
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die Einbuchtungen entstehen dadurch, dafi die Zelle in der
Mitte zwischen zwei solchen Vorspriingen in sich zusammen-
gefallen ist und sich dem Endospermkorper ganz dicht anlegt.

Bei Untersuchung des ganzen unverschrten Samens ist
es schwer, einen Einblick in die Gliederung des Endosperm-
korpers zu erhalten, da die dariiberliegende Testa die Beob-
achtung erschwert. Bessere Bilder erhdlt man nach Aufhellung
mit KOH, doch liefien sie auch dann noch zu wiinschen {ibrig.
Am besten eigneten sich zur Untersuchung Samen, deren
Testa durch cinen eine halbe Stunde wéhrenden Aufenthalt
in Chromschwefelsdure, eventuell unterstiitzt durch schwaches
Erwdrmen, aufgelost worden war, so dafl der Endosperm-
korper volikommen frei lag. Dieser wurde nach Aufisung der
Testa sofort in Wasser libertragen, um ein seiteres Einwirken
der Chromschwefelsiure unmoglich zu machen. Es wurden
auch Mikrotomschnitte nach folgender Methodik angefertigt:
diec trockenen Samen wurden in Paraffin cingebettet, ge-
schnitten, mit Gentianaviolett gefarbt und in Kanadabalsam
eingeschlossen. Diese Methode hatte gegeniiber der Behand-
tung mit Chromschwefelsiure den Vorteil, dal die Kerne als
leuchtend blau gefarbte Korper sichtbar wurden.

In der dlteren Literatur wird der ganze Endospermkorper
flir den Embryo gehalten und man meinte, einen endosperm-
losen Samen vor sich zu haben. Doch in der neucren Literatur
ist meistens schon vom Endospermkorper die Rede, aber es
fehlt jede Angabe, welcher Teil desselben als Embryo zu
betrachten sei. Nach meinen Beobachtungen besteht der Endo-
spermkorper (Fig. 3) aus einem einfachen Mantel etwas ab-
gerundeter, unregelmiéfig prismatischer Zellen. die meist in
der Liangsrichtung des ganzen Korpers etwas gestreckt sind.
Die mit Gentianaviolett gefdrbten Mikrotomschnitte wiesen
ziemlich grofie runde Kerne aut. Am oberen und am unteren
Ende sieht man eine dunkle Masse dem Endosperm aufien
anliegen (Fig. 2). Es diirfte das je eine abgestorbene und
zusammengefallene Zelle sein, wie sie auch Koch regelmaBig
dem Endosperm von Monotropa anhaften sah. Das Innere des
Endospermkdrpers ist erfillt mit kleinen, dnnwandigeren
Zellen, die gegen den #dufieren Mantel hin scharf abgegrenzt
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sind, dagegen miteinander einen einheitlichen runden Korper
bilden, den man wohl als Embryo ansprechen mufi. Auch die
Zellen dieses Korpers enthalten grofie Nerne, die bei Farbung
mit Gentianaviolett deutlich sichtbar werden. Das Endosperm
ist vollgepfropft mit fettem Ol, das bei eventuellen Verletzungen
in Form von grofieren und Kleineren stark lichtbrechenden
Kugeln massenhaft herausquillt.

Untersucht wurden Samen von P. minor, secunda, clilor-
antha und wuniflora, die einander alle sehr dhnlich sind.
P. uniflora unterscheidet sich von den anderen untersuchten
Arten dadurch, dafi der Samen im ganzen linger und schmiler
gebaut und heller gefarbt ist. P. secunda und P. clilorantha
weisen eine feinere Netzstruktur der Testa auf, die nicht so-
in die Augen fallend ist wie die von I’. minor und I’. uni-
Sflora. Im {brigen stimmen alle von mir untersuchten Arten
in den wesentlichen Merkmalen miteinander Uberein.

1. Die Mykorrhiza.

A. Literatur.

Irmisch spricht schon im Jahre 1855 von den verhiltnis-
mafig groflen, diinmivandigen Epidermiszellen der /Pirola-
Wurzeln, die ebenso wie die Wurzeln mancher Orchideen
eine zusammengeballte dunkle Masse enthalten, iiber deren
“ntstehung und Zusammensetzung er sich aber nicht weiter
dulert. Auch beobachtete er, dafi die Wurzeln von P. secuda
hdufig mit einem schwaérzlichen Pilz umsponnen sind, ahnte
aber nicht den Zusammenbang zwischen diesem und den
zusammengeballten dunklen Massen im Innern der Epidermis-
zellen. Auch maf er diesen Beobachtungen weiter keine
Bedeutung bei.

Spdter, 1887, erwihnt Frank eine Bemerkung Kerner’s
aus dem Jahre 1386: »Die Wurzelhaare der Pirolaceen werden
durch einen Pilzmantel ersetzt.« Dem pflichtet er aber nicht
bei, sondern stellt das Vorhandensein einer Mykorrhiza bei
den Pirolaceen liberhaupt in Abrede. In derselben Arbeit liefert
er eine Beschreibung der Ericaceenmykorrhiza, die mit der
von mir bei Pirola beobachteten grofie Ahnlichkeit hat.
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In der spiteren Literatur ist die Pirolaceenmykorrhiza
schon allgemein bekannt. 1899 erschien cine Arbeit von
Kramaf, die eine genaue Beschreibung der Mykorrhiza von
P. rofundifolia darstellt. Er vergleicht sie mit der von P. munor,
die er als eine koralloide bezeichnet. Dieser Behauptung muf
ich aber widersprechen, da ich die Wurzeln von . minor
immer der ganzen Linge nach verpilzt fand und nicht nur
an den von ihm als dunkler gefdrbt abgebildeten Spitzen.
Die dunklere Farbung der Wurzelspitzen konnte ich hie und
da beobachten, doch bildet sie gewifi kein konstantes Merk-
mal und scheint mit der Mykorrhiza nichts zu tun zu haben.
Auch sind die Nebenwurzeln nur selten so kurz, daffi man
die Form der Mykorrhiza als koralloid bezeichnen konnte.
Die Mykorrhiza von P. rofundifolia konnte ich leider mangels
des notigen Materials nicht untersuchen, doch glaube ich,
dafl auch hier die Beobachtung Kramait’s, daf die keulen-
férmig verdickten Wurzelenden die alleinigen Trager der
Mykorrhiza seien, auf einem Irrtum beruht; ich fand namlich
auch hie und da bei P. secuunda, hiufiger und stirker aus-
gebildet bei P. clhlorantha, Kkeulig angeschwollene Wurzel-
enden. Sie erwiesen sich als besonders stark vom Pilz be-
fallen und hatten daher besonders stark vergrofierte Epi-
dermis- und oft auch vergrofierte Rindenparenchymzellen.
Sie stellten meist schon im Absterben begriffene Teile
einer Wurzel dar, die aber stets, wenn auch viel schwiécher,
doch auch in ihrem ganzen ibrigen Verlauf verpilzt
war. Es liegt daher nahe, dasselbe auch fiir die Wurzeln von
P. votundifolia anzunehmen, besonders da sich der Irrtum
Kramai’s so erkldren liee, dafi seine Untersuchungen, viel-
leicht ebenso wie die von Frank, zu einer unglinstigen Jahres-
zeit vorgenommen wurden (im Frihjahr oder Frithsommer),
wo die Mykorrhiza manchmal noch wenig entwickelt ist und
bei fliichtiger Beobachtung nur an den verdickten Stellen
durch ihre besondere Uppigkeit auffillt. Auch Irmisch fand
schon hie und da die Wurzeln von P. secunda und in hdherem
Grade die von P. rotundifolia keulig verdickt. P. clilovantha
hat er nicht untersucht. Kramar stellt ferner die Behauptung
auf, dafi es bei P. minor keine hypertrophierten Epidermis-
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zellen gibt; ich mufl dagegen sagen, dafl eine Hypertrophie
wohl vorhanden, aber nicht so auffallend wie bei den anderen
Arten ist. Gegeniiber der ungeheuren Breite der Zellen, wie
sie Kramat fiic P. rofundifolia abgebildet hat, ist die Hyper-
trophie von P. winor allerdings eine verschwindende. Nach
den Abbildungen von Kramart ist die Breite der Epidermis-
zellen bei P. rotuundifolia schon im nicht infizierten Stadium
cine viel groiere als bei den von mir untersuchten Arten.
Verbreitern sich also diese Zellen infolge der Infektion um
dasselbe Vielfache ihrer urspriinglichen Ausdehnung, wie z. B.
die viel schmiileren von P°. wnuiflora, so resultiert daraus fir
P. rotundifolia eine ganz bedeutend grofere Breite. Die Details
seiner Beschreibung der Mykorrhiza von P. rofundifolia kann
ich nicht beurteilen, da mir, wie gesagt, das nitige Vergleichs-
material fehite. Im grofien ganzen zeigt sich manche Ahnlich-
keit mit der der anderen Arten.

Stahl gibt in seiner Arbeit aus dem Jahre 1900 an, dafi
er zur Bliitezeit die Wurzeln der Pirolaceen unverpilzt fand,
im Herbst dagegen ecine reichliche Entwicklung der Mykor-
rhiza beobachten konnte. Im {ibrigen verweist er auf die
Arbeit von Kramar.

B. Eigene Beobachtungen.

Das Untersuchungsmaterial stammte grofitenteils aus
Payerbach, zum Teil aber auch aus dem Semmeringgebiet,
vom Leithagebirge, aus der Umgebung von Wiener-Neustadt
und aus Neulengbach (Niederdsterreich). Die an den ver-
schiedenen Orten gesammelten Pflanzen wiesen keinerlei auf-
fallende Unterschiede auf.

Als Untersuchungsmethode ecignete sich am besten die
folgende:

Die Wurzeln wurden in Kaiser'scher Mischung (10 Teile
Sublimat, 3 Teile Eisessig, 100 Teile Wasser) fixiert, nach
24 Stunden in 30°/, Alkohol iibertragen, der zwecks griind-
licher Auswaschung mehrmals gewechselt wurde. Wurden die
Wurzeln nicht sofort untersucht, so verblieben sie einstiwveilen
im Alkohol. Lings- und Querschnitte durch dieselben wurden
mit einer 19/-Liosung von Methylenblau in 509/, Alkohol
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gefirbt, mit Alkohol ausgewaschen, durch Ubertragen in immer
hoherprozentige Alkohole bis zum absoluten entwiissert in
Xylo! {ibertragen und endlich in Kanadabalsam eingeschlossen.
Mikrotomschnitte ergaben kaum bessere Bilder als mit der
Hand verfertigte, weshalb ich die bequemere Methode der
Handschnitte beibehielt.

Die Mykorrhiza der Pirola-Arten ist eine endotrophe.
Sie ist fir die von mir untersuchten Arten, das sind: P. u#ui-
flora, chlorantha, secunda und minor, obligatorisch, denn
es gelang mir nie, ganze pilzfreie Wurzeln, geschweige denn
solche Pflanzen aufzufinden. Die meisten Wurzeln waren bei
der Untersuchung schon ganz vom Pilz durchsetzt; nur bei
P. uniflora konnte ich ausnahmsweise auch die ersten Stadien
der. Infektion beobachten.

Vor dem Eintreten des Pilzes zeigt die Wurzel von P. uniflora ein
ganz normales Aussehen. Die Epidermiszcllen haben kaum eine grofiere
Breite als die Zellen der darunterliegenden Rindenparenchymschichte. lhre
Linge ist sehr verschieden: langgestreckte Zellen wechseln mit weniger zahl-
reichen ebenso langen als breiten ab. Alle weisen kleine, scharf umgrenzte
Kerne auf. Wurzelhaare sind an den meisten Wurzeln gar nicht, an einigen
wenigen sehr reichlicli vorhanden. Solchen Wurzeln nihern sich die braunen,
mit Schnallen versehcnen Hyphen und legen sich an ihre Oberfliiche an
(Fig. 5). Sie folgen den Konturen der Epidermiszellen, indem sic sich in die
Spalte, die je zwei aneinandergrenzende Zellwinde bilden, hineinlegen. So
iiberzichen sie nach und nach die ganze Oberflaiche der Wurzel mit einem
weitmaschigen, braunen Netz. Dann beginnen die Hyphen an vielen Stellen
zugleich ins Innere der Wurzel vorzudringen. Das geschieht entweder inter-
zelluliir oder zwar im Inneren der Zelle, aber ganz dicht an die Wand
angeprefit. “Ist einmal dieses Stadium der Verpilzung eingetreten, so reagiert
die Wurzel daraut mit einem siarken Dickenwachstum der Epidermiszellen
(IMig. 6), das im weiteren noch zunimmt. Wie ich durch Messungen kon-
statiert habe, wird zum Schiuf die vier- bis flinffache Breite der noch nicht
infizierten Zelle erreicht. Auch der Kern vergrofert sich sehr stark und der
Nucleolus wird als dunkler gefiirbter Korper deutlich sichtbar. In diesem
Stadium ist von \Wurzelhaaren nichts mehr zu sehen. Ist der Pilz nun an
der an das Rindenparenchym grenzenden Zellwand angekommen, so legt er
sich ibr an und beginnt parallele Schichiten von Hyphen an ihr abzusetzen.
Diese sind farblos, viel diinner als die auBerhalb der Zelle befindlichen,
starker septiert, zeigen keinerlei Inhaltskorper und haben stark lichtbrechende
Winde. Dic einzelnen Schichten sind dicht aneinandergeprefit und die hie
und da davon abzweigenden Iyphen bilden die Angriffsfliche fiir neue
Schichten. Nach und nach wird die ganze Zelle, immer von der dem Rinden-
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parenchym zugekehrten Seite der Zelle aus fortschreitend, mit Hyphen erfiillt
(Fig. 7), durch die der Kern nur mehr als undifferenzierte, dunkle Masse
durchschimmert. Nun beginnt auch schon der Zerfall der Hyphen, sie werden
undeutlich, ballen sich zu Knédueln zusammen und bilden endlich einen braun
gefirbten toten Inhaltskdrper der Zelle, deren Kern auch nicht mehr auffindbar
ist und die iiberhaupt keinen lebenden Inhalt mehr besitzt (Fig. 8); sie ist
abgestorben und wird manchmal mijt der Zeit abgestofien.

Das ist der Verlauf der Verpilzung, wie er sich im
wesentlichen auch bei den anderen von mir untersuchten
Arten abspielt. Ein wichtiger Unterschied zwischen P. wui-
flora und den anderen Arten ist der. dafl ich an den
anderen Arten niemals Wurzelhaare beobachten konnte,
wihrend sie an den noch nicht oder schwach infizierten
Wurzeln von 2. nuiflora in einzelnen [Fdllen reichlich vor-
handen waren. Ich mochte diesen Umstand ausdriicklich
hervorheben, da ich in der Literatur die Ansicht allgemein
vertreten fand, dafl die Pirolaceen, ebenso wie die Erica-
ceen, durchwegs frei von Wurzelhaaren seien. Man
kann allerdings auch bei P. wuiflora nur im Frithjahr, und
auch dann nur selten, Wurzelhaare beobachten, da sie nach
der Infektion sofort bis auf den letzten Rest verschwinden
und auch bei nicht infizierten Wurzeln selten sind. Wahr-
scheinlich bringen die im Sommer und Herbst neu gebildeten
Wurzeln, die von dem zu dieser Jahreszeit im ganzen Wurzel-
system {ippig wuchernden Pilz sofort bei ihrer Entstehung bis
in die jlingsten Gewebe an der Spitze infiziert werden, nie-
mals mehr Haare hervor. Andrerseits mogen die im Frihjahr
sich entwickelnden Wurzeln, die lingere Zeit steril im Boden
leben und erst nach und nach vom Pilz befallen werden, zur
Entwicklung der Haare genligend Zeit haben und sie vielleicht
zur Wasseraufnahme notwendiger brauchen als die mit Mykor-
rhiza versehenen Wurzeln. Denn die Pilzhyphen bilden eine
ausgiebige Kommunikation zwischen der Wurzel und dem
sie umgebenden Erdreich und es neigen ja auch manche
Forscher (Stahl) der Ansicht zu, dafi die Mykorrhiza gewisser
Pflanzen bei der Aufnahme des Wassers und der Nahrsalze
die fehlenden Wurzelhaare ersetze. Ohne aber auf diese
Hypothesen nédher einzugehen, will ich nur die Tatsache
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Xonstatieren, dal ich an Wurzeln von 2. uniflora nie Wurzel-
haare und Mykorrhiza zugleich beobachtet habe, -dafi
sich die beiden also gegenseitig auszuschlieffen scheinen,
was wohl filir die eben gedufierte Anschauung spricht.

Die Wurzeln von F. chlorantha sind, wie ich schon
friiher hervorhob, oOfters an ihren Enden keulig angeschwollen.
Das riilirt von einer besonders starken Hypertrophie her, an
der oft auch das Rindenparenchym teilhat. Hie und da konnte
ich solche Anschwellungen, aber in geringerem Grade, auch
an P. secunda beobachten. Bei beiden Arten waren sie meist
dunkler gefarbt als die Ubrigen Teile der Wurzel, waren sehr
briichig und meist schon im Absterben begriffen.

Normalerweise ist die Mykorrhiza auf die Epidermis-
zellen beschridnkt, doch kommt es manchmal, in besonders
stark infizierten Wurzeln, vor, dafi einzelne Hyphen in die
darunterliegende Rindenparenchymschicht vordringen. In diesem
Falle reagieren die Rindenzellen genau so wic die Epidermis-
zellen beim Eintritt der Infektion; sie werden hypertrophiert
und auch ihre Kerne vergrofiern sich. Doch bewegen sich
Verpilzung und Hypertrophie stets in viel bescheideneren
Grenzen als in der Epidermis, wie man denn uberhaupt die
Infektion subepidermaler Zellschichten nicht als regelméfiiges
Merkmal, sondern nur als Ausnahmsfall betrachten muf.

Bei den Mykorrhizen mancher anderer Pflanzen pflegen
sich die Sporen des Pilzes regelmiflig in den von ihm be-
fallenen Wurzelzellen abzulagern. Bei Pirola war ein solches
regelmifiiges Auftreten von Sporen nicht zu konstatieren, nur
hie und da lieflen sich Sporen verschiedener Pilze an der
‘Oberfliche der Wurzel und in den Epidermiszellen beob-
achten, doch war es niemals mit Bestimmtheit zu sagen, ob
die Sporen wirklich dem Mykorrhizapilz angehorten. Einmal
traten solche einer Fusarinm-Art an der Oberfliche der Epi-
dermiszellen massenhaft und hie und da auch in ihrem
Innern auf, ein anderes Mal waren es grofie runde Sporen,
die zu viert eine Zelle erflillten, und wieder ein anderes Mal
sah ich in mehreren Zellen dichte Haufen von kleinen gelben
Sporen. Es ist mir ganz unmoglich, irgend etwas dariiber
auszusagen, ob ein¢ dieser drei Sporenarten mit dem Mykor-

Sitzb. d. mathem.-naturw. Kl., Abt. I, 129. Bd. G
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rhizapilz etwas zu tun hat oder ob es sich dabei nur une
zufillige Parasiten handelt.

Am stidrksten entwickelt pflegt die Mykorrhiza bei P. chior-
antha und P. mniflora zu sein, doch ist sie auch bei P. secunda
und P. minor nicht viel schwiicher, nur dafl bei den beiden
letzteren die Hypertrophie der Epidermiszellen nicht so be-
deutend zu sein pflegt. Ich hatte nie Gelegenheit, ganz sterile
Wurzeln von P. minor zu untersuchen (vielleicht weil es
solche gar nicht gibt), kann daher nicht zahlenmifiig fest-
stellen, um das wievielfache der urspriinglichen Breite die
Epidermiszellen zunehmen, doch diirfte die Zunahme wohl
nicht die bei P. uuiflora beobachtete (das Vier- bis Flinffache
der urspriinglichen Breite) erreichen.

Es fiel mir auf, daB sich Schnitte durch frische, stark
verpilzte Wurzeln irgendeiner Pirola-Art nach mehrstiindigem,
oft auch erst mehrtagigem Verweilen in Glyzerin manchmal
schon himmelblau bis blaugriin farbten. Und zwar trat diese
[Farbung nur in der ersten subepidermalen Schicht und manch-
mal in der Endodermis auf und auch da nicht immer in allen
Zellen derselben. Der ganze Zellinhalt war mit dem blauen
Farbstoff durchtrinkt, die Kerne speicherten ihn besonders
stark. Ich meinte zuerst, dafl ich es hier mit einer Gerbstoff-
reaktion, hervorgerufen durch die Beriihrung mit dem Rasier-
messer, zu tun hétte. Das stellte sich aber bald als irrtiimlich
heraus, da auch ganze, ungeschnittene Wurzeln, die nicht mit
dem Messer in Bertthrung gekommen waren, nach dem Ein-
legen in Glyzerin schone Blaufarbungen zeigten. Auch ergab:
eine Priiffung mit Fe SO,, dafi wohl Gerbstoff in den Wurzeln
enthalten ist, aber in den besagten Zellpartien nicht in stirkerem
Ausmaf als in den anderen Geweben, so dafi also kein Grund
zur ausschliefilichen Fiarbung dieser Zellen vorlag. Nun priifte
ich auf das Vorhandensein von Oxydasen, die die Farbung
hiitten hervorrufen kénnen. Ich wandte die Guajak-Wasserstoft-
superoxydmethode und die Probe mit Wurster's Tetrapapier
an, doch erfolgte keine Reaktion. Die chemische Zusammen-
setzung dieses Chromogens ist mir also nicht bekannt, doch
ist es jedenfalls in die Reihe der von Molisch als Pseudo-
indican bezeichneten Farbstoffe zu stellen. Die Fiarbung
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steht gewiff in ursdchlichem Zusammenhang mit der
Mykorrhiza, denn ich konnte sie nur an solchen
Wurzeln beobachten, deren Epidermiszellen reich-
lich Hyphen enthielten, und stets war sie am stdrksten
in der an die Epidermis grenzenden Zellschichte, viel schwiicher
in der Endodermis.

IV. Versuche Uber die Kultur des Mykorrhizapilzes.

Behufs Reinkultur des Mykorrhizapilzes wusch ich Pirola-
Waurzeln in fliefendem Wasser moglichst gut ab, zerschnitt
sie dann mit einem abgeflammten Messer in wenige Milli-
meter lange Stilicke, die ich mit einer ausgegliihten Nadel
auf den Ndhrboden {ibertrug. Als solchen benutzte ich 1-59/,
Agar, das mit Dekokt von Pirola-Pflanzen, Torf oder Pflaumen
versetzt worden war. Alle Kulturen wurden in Parallelserien
im Licht und im Dunkel vorgenommen. Es zeigte sich, daf
bei Kultur auf den genannten Ndhrboden nach zwei bis drei
Tagen aus den Schnittflichen der Wurzeln ganze Blischel
eines diinnen, farblosen, wenig charakteristischen Pilzes hervor-
kamen. An den folgenden Tagen wurden die Bilischel immer
dichter, es sah aus, als ob jede Schnittfliche in einen dicken
Pinsel {iberginge. Auch von den nicht angeschnittenen Partien
der Wurzeln gingen einzelne Hyphenstringe aus, doch er-
reichten sie hier niemals solche Uppigkeit wie an den Schnitt-
flachen. Nach seinem Aussehen konnte ich den Pilz nicht
mit Bestimmtheit als den Mykorrhizapilz agnoszieren, doch
scheint mir die Tatsache flr seine ldentitat zu sprechen, da
er so reichlich aus den angeschnittenen Zellen herauswuchs,
die ja sicher den Mykorrhizapilz enthielten. Leider gelang es
mir nie, tadellose Reinkulturen zu erhalten, da sich besonders
in den Dunkelkulturen immer Bakterien und Schimmelpilze,
die den Wurzeln anhafteten, breitmachten. Auch erreichten
die Kulturen nie grofie Uppigkeit, da sie regelmiBig nach
acht bis zehn Tagen das Wachstum einstellten und zugrunde
gingen. Durch Uberimpfen konnten sie gerettet werden, doch
trat auch auf dem neuen Nahrboden immer wieder nach
acht bis zehn Tagen ein Stillstand im Wachstum ein. Im
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allgemeinen gediehen die Lichtkulturen besser, da sie weniger
durch Bakterien geschadigt wurden. Um die den Wurzeln
stets anhaftenden Bakterien zu tdten, machte ich den Ver-
such, die Wurzeln vor dem Zerschneiden einige Sekunden
lang in Alkoho! zu tauchen. Ich hoffte, dafi dieser den im
Innern der Zellen befindlichen Pilz nicht schadigen werde,
doch erhielt ich, selbst nach nur einmaligem, eine Sekunde
withrendem Aufenthalt in Alkohol, niemals ein Austreiben der
Hyphen. Ich machte auch Versuche mit mineralischen Niihr-
béden, in denen ich zum Teil Asparagin als Stickstoff- und
Kohlenstoffquelle gab, zum Teil Ammoniumsalze und Kartoffel-
stirke als solche verwendete. Doch erfolgte auf diesen Bdden
niemals ein Wachstum des Pilzes.

Mehrere Male, zu verschiedenen Jahreszeiten, streute ich
in besonders Uippige, moglichst bakterienfreie Licht- und Dunkel-
kulturen Samen verschiedener Pirola-Arten, um durch die Ein-
wirkung des Pilzes Keimung hervorzurufen. Doch hatte ich
damit niemals Erfolg, vielleicht zum Teil deshalb, weil der
Pilz schon nach wenigen Tagen abstirbt und diese Zeit nicht
zum Hervorrufen der Keimung ausreicht. Die Samen wiesen
nach vier Monate langem Liegen in den Kulturen auch bei
mikroskopischer Untersuchung keinerlei Veriinderung auf.

V. Diverse Beobachtungen.

A. Der Bau der Blattepidermis von Pirola chlorantha.

An Querschnitten durch frische Bldtter von P. chlorantha
sieht man, daf die Epidermiszellen sowohl der Ober- als auch
der Unterseite Chlorophyll in sehr merkwiirdiger Anordnung
enthalten (Fig. 9); die einzelnen kleinen rundlichen Korner
liegen alle in einer Linie, die parallel zur Fliche des Blattes
schnurgerade durch die Mitte der Zellen geht. Es sieht aus,
als ziehe sich ein Faden, auf dem die Chlorophyllkdrner auf-
gereiht sind, durch simtliche Epidermiszellen. An Fldchen-
schnitten, die mindestens die Dicke der halben Epidermis-
zelle umfassen, sieht man an der Chlorophyllanordnung nichts
Besonderes: Die einzelnen Korner sind ziemlich regel-
midfig lber die ganze Fldche verstreut, wobei die
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Blattunterseite mehr und grofiere Korner enthédlt als
die Oberscite. Schneidet man aber die Zellen jenseits der
das Chlorophyll bergenden Plasmaplatte durch, so ist das
gesamte Chlorophyll plétzlich verschwunden, da es genau in
einer Ebene ungefihr in halber Hohe der Epidermiszellen
liegt. Nur die Schliefizellen der Spaltéffnungen, die an der
Blattunterseite zahlreich vorhanden sind, ragen {iber diese
Ebene hinaus und daher sieht man. dieselben in solchen
zu hoch gefiihrten Schnitten als die einzigen plasma- und
chlorophyllhaltigen Zellen des ganzen Bijdes.

Ich untersuchte, ob sich die Lage der Chlorophyllkérner
unter dem Einflufi des Lichtes dndere. Nach Einwirkung von
intensivem Sonnenlicht wihrend ein bis vier Stunden zeigte
sich keinerlei Verdnderung, ebensowenig nach mehrstiindigem
bis sechstigigem Verweilen im Finstern. Stets behielten die
Chlorophyllkdrner ihre charakteristische Stellung in einer
Ebene bei und auch an Fldachenschnitten konnte ich keinerlei
Umlagerung konstatieren, die Korner waren in jedem Fall
ziemlich gleichmiifiig liber die ganze Flidche verstreut.

Es fragt sich nun, ob der Protoplasmagehalt dieser Zellen
nur aus einer Platte besteht, die in halber Hohe derselben
" parallel zur Fliche des Blattes liegt und in die die Chloro-
phyllkdrner eingebettet sind, oder ob auflerdem, wie bei allen
bisher bekannten Zellarten, ein plasmatischer Wandbelag vor-
handen ist, der, nicht ohne weiteres sichtbar, erst durch mikro-
technische Behelfe deutlich gemacht werden miiite. Um diese
Frage zu beantworten, wandte ich zuerst Farbemethoden an:
ich fixierte das zu untersuchende Material in 19/, Essigsdure
und firbte dann mit Gentianaviolett. Dadurch zeigte sich mir
die auch ohne Fdrbung sichtbare Plasmaplatte, die in halber
Hohe sdmtliche Epidermiszellen durchzieht, sowie der in der
Mitte derselben liegende Kern, aber keine Spur eines
Wandbelages. Denselben Erfolg hatte die Farbung mit
Safranin.

Um mir mittels Plasmolyse Klarheit iiber dic Verteilung
des Plasmas zu verschaffen, benutzte ich 10/, KNO,. Brachte
ich Blattquerschnitte in diese Losung, so konnte ich niemals,
bei keiner einzigen Epidermiszelle, selbst nicht nach mehr-
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stindiger Einwirkung, irgendeine als Plasmolyse zu deutende
Verdnderung beobachten. Wihrend diejenigen Zellen des Meso-
phylls, die durch den Schnitt unverletzt geblieben waren, nach
einigen Minuten typische Plasmolyse zeigten, blieben die
Epidermiszellen stets unverindert und obwohl ich den
Versuch oOfters wiederholte, auch mit konzentrierteren Losungen
(bis zu 30°9,), sah ich niemals wandstindiges Proto-
plasma sich loslosen. Ob solches wandstindiges Plasma aber
auch wirklich fehlt, das zu entscheiden wage ich nicht, da
ein solcher Fall meines Wissens im Pflanzenreich nicht be-
kannt ist.

Bei Anwendung des genannten Plasmolytikums auf
Flichenschnitte zeigte sich nach kurzer Zeit ein stark licht-
brechender Korper, der zuerst die ganze Plasmaplatte bedeckt,
dann aber meistens um den Kern herum einen kreisrunden
Hof freilait und sich langsam, wie in Plasmolyse, von der
Zellwand loslost. In den meisten Zellen bildet sich dann noch
eine vom Kern ausgehende Durchbrechung dieser Masse, die
entweder so weit geht, dafi sie in zwei voneinander ganz
getrennte Teile zerfdllt oder nur eine halbmondférmige Lage-
rung derselben um den Kern zur Folge hat. Bei diesen Vor-
gingen ldsen sich gewdhnlich kleinere Partikelchen von der
Hauptmasse los und erfiillen in Form von stark lichtbrechenden
Kiigelchen den Raum zwischen den grofien, ebenfalls ab-
gerundeten Massen und der Zellwand. Die Plasmaplatte aber
mit den eingestreuten Chlorophylikérnern bleibt unverdndert
und kann selbst unter Zuhilfenahme von 30/, KNO, nicht
zum Loslosen von der Wand gebracht werden.

Der eben beschriebene Vorgang zeigt viel Abhnlichkeit
mit der von Hugo de Vries beschriebenen Bildung von
Gerbstoffvakuolen in plasmolysierenden Spirogyrazellen. Der
Unterschied besteht aber darin, dafl de Vries aufler der
Vakuolenbildung immer noch Plasmolyse beobachtete. Mit
Vakuolen scheinen wir es auch hier zu tun zu haben, doch
enthalten sie keinen Gerbstoff. Ich fUhrte die Priifung nach
den Angaben von de Vries aus: Die Schnitte werden in
eine 10prozentige KNO,-Losung gelegt, die etwas Fe Cl, ent-
hilt; es erfolgte auch nach 24stiindigem Verweilen in der
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Losung keine Schwirzung, respektive Blauung und von dem
lichtbrechenden Korper war nach dieser Zeit nichts mehr zu
sehen. Wenn man frische Schnitte in einprozentige Antipyrin-
losung legt, entsteht nach einigen Stunden in den Zellen ein
sehr feinkorniger Niederschlag, der sich in Brown’scher Mole-
kularbewvegung befindet, nach O. Loew ein Beweis fiir das
Vorhandensein eines im Zellsaft gelosten Proteinstoffes.

Die iibrigen Pirola-Arten enthalten auch Chlorophyll in
der Epidermis der Blitter, und zwar stets mehr an der Unter-
als an der Oberseite, doch ist es niemals in dieser charak-
teristischen Weise angeordnet. Bei Einwirkung von 109
KNO, findet immer Plasmolyse und Vakuolenbildung statt.

B. Uber die Verbreitung von Phloroglucotannoiden bei den
Pirola-Arten.

Macht man einen Schnitt durch das Rhizom einer Pirola-
Art, so farbt sich dieser sofort schwarz, es ist durch die
Berlibrung mit dem Messer eine Gerbstoffreaktion eingetreten.
Eine noch intensivere Schwérzung erhilt man bei Behandlung
mit Fe SO,. Prift man mit dem Joachimowitz’'schen Reagens,
das ist eine Losung von p-Dimethylaminobenzaldehyd in
Schwefelsdure, auf Phloroglucotannoide, so erhilt man eine
schone Rotfarbung. Ganz besonders reichlich ist diese Phloro-
glucin-Gerbstoffverbindung in den duflersten Zellschichten des
Rhizoms vorhanden, weniger reichlich in allen anderen Partien
desselben. Auch die Blattflichen, Blatt- und Bliitenstiele von
P. secunda, minor und chilorantha enthalten diese \'erbindung,
hauptséichlich in den Gefdafiblindeln. In sehr geringem Mafle
ist sie auch in denen von P. wwiflora vorhanden. Auch die
Wurzeln sdmtlicher untersuchter Pirola-Arten enthalten Phloro-
glucotannoide, am stiirksten fdrben sich die abgestorbenen,
braunen Hyphenmassen im I[nnern der Epidermiszellen. Alle
Gewebe, welche mit diesem Reagens eine Rotfirbung geben,
schwirzen sich bei Behandlung mit Fe SO, mehr oder minder
intensiv. Bei Behandlung mit HCIl farben sich die verholzten
Partien rot, sie geben infolge des Vorhandenseins von Phloro-
glucin und vielleicht verwandter Korper die Wiesner'sche
Holzstoffreaktion.
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(. Uber einen schén krystallisierenden Inhaltskorper der
Pirola uniflora.

Bringt man einen eben angefertigten Schnitt durch ein
frisches Blatt von P. wuuiflora in destilliertes Wasser, so-
scheiden sich fast momentan aus dem Gewebe einzelne
Krystalle ab. Innerhalb weniger Minuten ist alles Ubersdt mit
gelblich bis schwarz gefidrbten spiefiférmigen Krystallen. Im
Gewebe des Blattes liegen sie kreuz und quer {ibereinander
und am Rande desselben bilden sie cinen ganzen Kranz von
abstehenden Nadeln. Meistens sind sie zu rutenféormigen
Biischeln vereinigt, doch treten sie oft
auch einzeln auf: auch verzweigte Spiefie
sind hdufig (Textfig. 1).

Es zeigte sich, dafi diec Entstehung
dieser Krystalle nicht an die Einwirkung
des Wassers gebunden ist, sondern daf}:
sic durch das Eintreten des Todes bedingt
74 -4t ist und das Wasser dabei nur insofern

U eine Rolle spielt, als die Krystalle darin
g ? verhiltnisméBig wenig 16slich sind und es
sich daher sehr gut als Untersuchungs-
medium  cignet. Denn auch durch Ather
oder Chloroformddampfe abgetitete Pflanzenteile, die nicht mit
Wasser in Beriihrung gekommen waren, wiesen reichliches
Vorhandensein von Krystallen auf. lhre Entstehung erklirt
sich so, dafi nach Eintritt des Todes Stoffe, die bis dahin
rdumlich voneinander getrennt waren, aufeinandertreffen und
aus ihrer Vercinigung ein unléslicher Korper resultiert.

Nicht nur die Blétter, sondern auch alle anderen ober-
irdischen Organe von P. wmuiflora enthalten einen unter den-
selben Bedingungen auskrystallisierenden Korper; jedoch unter-
scheiden sich die Krystalle, die aus den verschiedenen Teilen
der Bliite (Bliitenblatt, sterile Teile des Fruchtknotens und
der Staubgefidfie) gewonnen werden konnen, von denen der
Blédtter und Stiele dadurch, daf sic stets dunkler gefdrbt und
kirzer und breiter geformt sind; man kann diese Krystalle -
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wohl kaum mehr als spieférmig bezeichnen (Textfig. 2). In
ihren chemischen Eigenschaften stimmen sie mit denen der
Bldtter tliberein. Ein Unterschied besteht darin, daf in Pré-
paraten aus griinen Teilen der Pflanze in Wasser nach
mehreren Tagen die Krystalle auf immer spurlos verschwinden,
wihrend Krystalle aus Blitenteilen unter denselben Bedin-
gungen wohl auch zuerst verschwinden, nach kurzer Zeit

ez, 2 Fig. 3.

jedoch als griiniiche, spiefiférmige, zu groien kugeligen Aggre-
gaten vereinigte Krystalle wieder ausgefdllt werden und in
dieser Form unverandert bleiben. Die Loslichkeitsverhéltnisse
dieser neuen Krystalle stimmen mit denen der urspriinglichen
Giberein. Ursache dieser zweiten Ausfillung durfte wohl die
von der der griinen Teile verschiedene chemische Zusammen-
setzung der Bliite sein, welche irgendein fillend wirkendes
Agens zu enthalten scheint, das den Bléttern fehlt.

Eine Methode, um den unbekannten Korper in reiner
Form zu erhalten, fand ich in der Sublimation; ein einziges
Blatt von P. uniflora liefert einen {iiberaus dichten gold-
glinzenden Beschlag von grofien, federférmigen, reich ver-
zweigten Krystallen (Textfig. 3). Dieselben stimmen in ihren
Loslichkeitsverhdltnissen genau mit denen der aus Schnitten
ausfallenden tiberein, woraus auf ihre Identitdt mit denselben
geschlossen werden kann. Sublimationskrystalle aus Blliiten-
teilen zeigen in jeder Hinsicht genaue Ubercinstimmung mit
solchen aus Blittern. Aus Herbarmaterial, das ein Alter von
70 Jahren besafl, konnten noch ganz unverinderte Krystalle
gewonnen werden, Aufler den gewdhnlichen stark verzweigten
und gekriimmten SpieBen traten aber in solchen aus Herbar-
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material gewonnenen Sublimationspriaparaten noch zweierlei
Krystalle auf: 1. farblose bis hellgelbe rhombische Bléttchen,
zum Teil mit einspringenden Winkeln, die durch Verwachsung
mehrerer Krystalle entstehen; 2. leuchtend grin gefirbte,
flache, rhombische Prismen, die meist kettenartig aneinander-
gehdngt sind. Die drei Arten von Krystallen entstehen bei
der Sublimation in derselben Reihenfolge, in der ich sie hier
beschrieben habe, stimmen in thren Loislichkeitsverhiltnissen
miteinander iiberein und da auch Uberginge von einer Form in
die andere hidufig sind, kann man wohl mit Recht annehmen,
dafi wir es hier mit ein und demseclben Korper zu tun haben,
der unter verschiedenen Bedingungen verschieden krystallisiert.

Alle im vorhergehenden beschriebenen und abgebildeten
Krystalle sind also verschiedene Formen derselben chemischen
Substanz, deren Identifizierung oder Einreihung in eine be-
stimmte Gruppe mir bisher nicht gelungen ist. Zur Charak-
terisierung derselben seien im folgenden einige l.0slichkeits-
verhdlinisse erwéahnt.

Dic aus Schnitten ausgefillten oder durch Sublimation
ge\\'opnnenen Krystalle sind I6slich in:

Methylalkohol: sehr gut;
Athylalkohol:  »

Amylalkohol: » »

Athylither:

Petroldther: »

Benzin:

Xylol: »

Glyzerin: sehr wenig;

Essigsidure: sehr gut;

Pikrinsiure: wenig:

15, S0 sehr gut, mit brauner Farbe, wahrscheinlich
infolge geringer Verunreinigungen:

HCI: wenig;

HNO,: schr gut;

KOH: wenig:

NH:;: »

Die anderen Pirola-Arten enthalten diesen Korper nicht.
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Zusammenfassung.

[. Die untersuchten Prrola-Arten pflanzen sich in der
Regel nur auf vegetativem Wege fort; Keimlinge sind sehr
selten. Gefunden wurde ein solcher von P. chilorantha, der mit
den aus der Literatur bekannten genau ubereinstimmt, und
einer von I. uniflora, der ein unterirdisches, walzenformiges
Gebilde vom anatomischen Bau einer Wurzel darstellt, das sich
wahrscheinlich durch Pilzsymbiose erndhrt und dessen weitere
Entwicklung unklar ist. Neimungsversuche verliefen resultatlos.

IIl. Die genaue anatomische Untersuchung des Samens
zeigte den ungegliederten Embryo, umhillt von einer ein-
fachen Lage derber Zellen, dem Endosperm, und die Testa.

III. Die Mykorrhiza ist endotroph und obligatorisch. Die
Verpilzung erstreckt sich tber die ganze Lénge der Wurzel,
ist aber auf die Epidermiszellen beschrankt. Die Infektion hat
eine Hypertrophie derselben zur Folge. Die hypertrophierten
Zellen werden allmihlich ganz vom Pilz erfullt, der den
Iebenden Zellinhalt zum Absterben bringt und dann selbst
unter Klumpenbildung zugrunde geht. Wurzelhaare treten nur
an nicht infizierten Wurzeln von . uniflora aut.

I[V. Bei den Kulturversuchen des Aykorrhizapilzes trat
schon nach ein bis zwei Tagen an den Schnittflichen der
Wurzeln ein Pilz in Bischelform auf. Wegen der Menge der
den Wurzeln anhaftenden Bakterien konnte nicht zur absoluten
Reinkultur und zur Identifizierung des Pilzes geschritten werden.

V. Die Epidermiszellen des Blattes von P. chlorantiia
enthalten in halber Hohe eine chlorophyllhaltige Plasmaplatte,
die parallel zur IFliche des Blattes liegt. Plasmolyse konnte
an diesen Zellen nicht hervorgerufen werden, sondern nur
Bildung von Vakuolen. Ein plasmatischer Wandbelag war
nicht nachsveisbar.

Phloroglucotannoide sind bei den Piro/a-Arten reichlich
vorhanden. Die oberirdischen Organe von . uuiflore enthalten
eine organische Verbindung, die beim Absterben in \Wasser oder
Atherdampf massenhaft abgeschieden wird und die durch
Sublimation in Krystallen leicht gewonnen werden kann. lhre
chemische Natur ist noch nicht bekannt.
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Figurenerkldrung.

. Keimling (Prokaulom) von P. nniflora. Nat. Gr.

k = Knospe.

. Samen von P. minor. Vergr. 180.

{ = Testa, ¢ = Endospermkorper mit Embryo, a = abgestorbene Zellen.

. Lingsschnitt dureh den Samen von P. minor. Vergr. 240.

{ = Testa, ¢ = Endosperm, emb = Embryo.
Die beiden Enden der Testa waren zuriickgekrimmt, fallen daher nicht
in den optischen Schnitt.

. Querschnitt durch den Samen von P. minor. Vergr. 250.

w = Zellwand der Testa, 7 = Lumen der Testazellen, ¢ = Endosperm,
emb = Embryo.

. Epidermis einer Wurzel von P. #niflora im Moment der Infektion. Vergr. 250.

L = Kerne, # = Wurzelhaare, p = Pilzhyphen.

. Dieselbe schon hypertrophiert. Vergr. 250.

¢ = Epidermis, » = Rindenparenchym, & = Kerne, p = Pilzhyphen.

. Dieselbe in einem weiteren Stadium der Verpilzung. Vergr. 250.

k = Kern.

. Querschnitte durch eine Wurzel von P. uniflora. Vergr. 250.

z = Zentralzylinder, » = Rindenparenchym, ¢ = Epidermiszellen mit ab-
gestorbenen Pilzmassen.

Querschnitt durch die Blattepidermis von 7. chlorantha. Vergr. 250.

p = Plasmaplatte mit Chlorophyllkérnern.



